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   POVZETEK 
 
Eterično olje čajne mirte (Melaleuca aetheroleum) uporabljamo v aromaterapiji in 
parfumeriji zaradi značilnega ostrega, a hkrati prijetnega vonja. Njegovo protimikrobno in 
posledično antiseptično delovanja izkoriščamo tudi v medicinske namene.  
V okviru diplomske naloge smo med seboj primerjali sestavo eteričnih olj dveh 
proizvajalcev, avstralskega in nemškega. Za primerjavo sestave smo uporabljali 
tankoplastno kromatografijo. S kolonsko kromatografijo smo izolirali nekatere sestavine 
obeh eteričnih olj, ki smo jih kasneje identificirali s plinsko kromatografijo, sklopljeno z 
masnim spektrometrom.  
Ugotovili smo, da obe eterični olji ustrezata predpisom v Evropski farmakopeji, vendar 
vsebuje eterično olje nemškega proizvajalca manj sestavin, zlasti bolj polarnih. Rezultati 
so pokazali, da eterični olji vsebujeta največ monoterpenov in monoterpenoidov, vključno 
z 1,8-cineolom, terpinen-4-olom in α-terpineolom, ki smo jih med eksperimentalnim delom 
uporabljali kot referenčne spojine.  
Na osnovi dobljenih rezultatov smo iz komercialno dostopnih sestavin izdelali zmes, ki naj 
bi bila po vonju čim bolj podobna eteričnemu olju čajne mirte. Uspešnost umetno 
pripravljenega EO, smo potrdili s pomočjo vonjalne analize, kjer so anketiranci potrdili 
podobnost vonjav z originaloma. Izdelali smo tudi hladilni hidrofilni gel z eteričnim oljem 
čajne mirte, ki je ohranil tekočo konsistenco.  
 
 
 
 
Ključne besede: eterično olje, čajna mirta, tankoplastna kromatografija, kolonska 
kromatografija  
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ABSTRACT 
 
Tea tree essential oil of Melaleuca alternifolia is used in aromatherapy and perfumery. Due 
to its typical pleasant aroma and its antibacterial and antiseptic activity it is also used for 
medical purpose.  
This diploma thesis includes the comparison of composition of two essential oils, of 
Australian and German producer. We used thin-layer chromatography for the comparison 
of contents and column chromatography for isolation of various components of essential 
oils, which were later identified by gas chromatography, coupled with a mass 
spectrometer.  
We found out that both essential oils correspond to regulations of the European 
Pharmacopoeia, however the essential oil of the German producer has less ingredients, 
especially those that are more polar. Both essential oils mostly contain monoterpenes and 
monoterpenoids, including 1,8-cineol, terpinen-4-ol and alpha-terpineol, which were used 
as reference compounds during the experimental work. 
Based on the obtained results, we prepared a mixture of commercially available 
ingredients, which was supposed to be similar to Tea Tree Essential Oil. The effectiveness 
of artificially synthesized essential oil was confirmed by fragrance analysis. We also made 
a hydrophilic gel with tea tree essential oil, which retained its liquid consistency.  
 
 
 
Key words: essential oil, tea tree Melaleuca alternifolia, thin-layer chromatography, 
column cromatography  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
EO - eterično olje  
GC-MS  - plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo 
KI – kozmetični izdelek 
MeOH - metanol 
MF - mobilna faza 
NMR  - jedrska magnetna resonanca 
Rf - retencijski faktor 
SF - stacionarna faza 
RS1 – referenčna spojina 1,8-cineol (evkaliptol) 
RS2 – referenčna spojina terpinen-4-ol  
RS3 – referenčna spojina α-terpineol 
TLC - tankoplastna kromatografija 
TTO - eterično olje čajne mirte 
1A – vzorec, izdelan iz eteričnega olja avstralskega proizvajalca Bosisto's 
2B – vzorec, izdelan iz eteričnega olja nemškega proizvajalca Aliacura 
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1. UVOD 
1.1 Eterična olja 
 
Že v antiki so eterična olja uporabljali v medicinske namene in tisočletja je bilo zdravljenje 
z njimi posebna vrsta umetnosti v starih civilizacijah, kot so egiptovska, kitajska in grško-
rimska. Uporabljali so jih pri glavobolu, visokem krvnem tlaku in prebavnih motnjah. V 
vsakdanjem življenju srečamo številne poljudne razlage, ki opredeljujejo eterična olja (1).  
 Eterična olja so kot hormoni v rastlini. 
 Eterična olja so koncentrati zdravilnih delov rastlin. 
 Eterična olja so naravne aromatične sestavine in imunski sistem rastlin.  
Po Evropski farmakopeji je eterično olje definirano kot dišeč izdelek s kompleksno sestavo 
številnih lipofilnih, hlapnih komponent. Pridobivamo ga iz suhih, neobdelanih rastlin s 
suho destilacijo, parno destilacijo ali drugim mehanskim procesom, ki ne vključuje 
segrevanja. Ekstrahiramo ga lahko iz cvetov, listov, sadežev, semen, korenin, debla. 
Eterično olje ločimo od vodne faze s fizikalnim postopkom, ki ne vpliva na njegovo 
sestavo (1, 2).  
Eterična olja popolnoma izhlapijo brez ostanka madeža, v nasprotnem primeru kot dodatek 
vsebujejo ogljikovodike ali maščobna olja. Pri sobni temperaturi so navadno tekoča in 
njihova gostota je v skoraj vseh primerih manjša od 1 g/mL, kar pomeni, da imajo gostoto 
manjšo od vode, zato plavajo na njeni površini. Imajo velik lomni količnik in so zaradi 
številnih spojin s stereogenimi centri optično aktivna. Topna so v rastlinskih oljih, 
maščobah, voskih, alkoholih in zelo težko topna v vodi, saj topnost večine eteričnih olj 
znaša 0,5 mL/L vode. Načeloma so eterična olja cenovno dragi produkti, zato so pogosto v 
uporabi njihovi ponaredki s podobnimi kemijskimi in fizikalnimi lastnostmi. Slaba stran 
pri njihovi prodaji je, da se pogosto ne opozarja na neželene učinke, ki se lahko pojavijo 
pri nerazredčeni uporabi in preodmerjanjanju, prav tako pa bi morali biti bolj kritični do 
same kakovosti eteričnih olj (3, 4, 5).  
Glavne sestavine eteričnih olj so hlapne, lipofilne snovi. Pod vplivom svetlobe, vlage in 
zračnega kisika se lahko sprožijo razne kemijske reakcije, najpogosteje oksidacije, 
posledično se spremeni barva, konsistenca in vonj.  
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Tudi produkti oksidacije, ki pogosto vsebujejo reaktivne zvrsti, lahko pri dermalni uporabi 
povzročajo preobčutljivostne reakcije v obliki kontaktnega dermatitisa. Stabilnost je tako 
odvisna od intrinzičnih in ekstrinzičnih faktorjev. Intrinzični dejavniki zajemajo kemijsko 
strukturo in nečistote, ki so prisotne v eteričnem olju, ekstrinzični dejavniki pa vključujejo 
prisotnost kisika, svetlobe, vlažnost in temperaturo. Eterična olja zato shranjujemo v 
zrakotesnih in zaprtih vsebnikih. Zaželeno je ustrezno polnjenje vsebnikov, da je nad 
vsebino čim manj zraka (1, 2, 3).  
Glede toksičnosti se v virih pojavljajo neskladne informacije, saj naj bi eterična olja v 
določenih primerih delovala hepatotoksično, nefrotoksično in bila kancerogena (3). Po 
podatkih Evropske agencije za zdravila pa na osnovi raziskav ni bilo dokazanega 
genotoksičnega učinka, reproduktivne toksičnosti niti kancerogenosti (5).  
1.1.1 Pridobivanje  
 
Eterična olja pridobivajo na različne načine. Rastlinska vhodna snov je, odvisno od 
monografije, lahko sveža, ovenela, posušena in cela, zdrobljena ali zmleta (2).  
Destilacija z vodo – hidrodestilacija (HD): Je tradicionalna metoda za ekstrakcijo 
eteričnih olj. Obstajajo tri modifikacije metode:  
- Vodna destilacija: 
Cenovno ugodna metoda, kjer vhodno snov potopimo neposredno v vrelo vodo. Parna 
faza, ki nastane med vrenjem, kondenzira v hladilniku in se v končni fazi loči na hidrolat in 
eterično olje. Glavna značilnost metode je neposreden stik med rastlinsko snovjo in vodo  
(1, 6).  
- Destilacija z vodo in vodno paro: 
Tekoča voda na dnu posode vre in dovaja paro do rastlinske droge, ki ni v neposrednem 
stiku s tekočo vodo. Postopek naprej je enak kot pri destilaciji z vodno paro. 
- Destilacija z vodno paro: 
Eterično olje pridobimo s prehajanjem pare skozi rastlinsko vhodno snov v ustrezni 
napravi. Vodno paro, ki jo uvajamo iz zunanjega vira ali jo ustvarimo z vrelo vodo pod 
vhodno snovjo, uvajamo v vhodno snov. Hlapne komponente iz rastline prehajajo v paro, 
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ki potuje skozi hladilne cevi, kjer se ohlaja in kondenzira. Tekočino – hidrolat, ki nastane, 
in eterično olje ločimo z dekantiranjem, filtriranjem, ločevanjem v liju ločniku.  
Velja za najstarejšo in najbolj razširjeno metodo, ki je relativno poceni, negativna stran je 
toplotna razgradnja sestavin eteričnega olja (1, 2, 6).  
Suha destilacija:  
Eterično olje pridobimo s segrevanjem pri visoki temperaturi v ustrezni napravi brez 
dodatka vode in pare, značilno je, da poteče piroliza.  
Mehanski postopek: 
Hladno stiskano eterično olje dobimo z mehanskim postopkom brez segrevanja. Gre za 
stiskanje eteričnega olja iz perikarpa pri sobni temperaturi s pomočjo ustreznega 
stiskalnika ter kasnejše fizikalno ločevanje sestavin eteričnega olja od drugih primesi. 
Postopek večinoma uporabljamo za plodove iz vrst rodu Citrus. Takšno eterično olje je 
manj obstojno, zato ima pogosto dodan tudi ustrezen antioksidant. Načeloma je eterično 
olje, ki ga pridobivamo s hladnim stiskanjem (esenca), najkakovostnejše, saj ne poteka pri 
visoki temperaturi in se posledično aroma in kemijska sestava ne razlikujeta od tiste v 
lupini sadeža  (1, 6, 7).  
Eterična olja v nadaljevanju obdelajo tako, da je končno EO lahko brez terpenov, 
seskviterpenov, rektificirano ali brez »x«:  
- Eterično olje brez terpenov: delno ali v celoti so odstranjeni monoterpenski 
ogljikovodiki. 
- Eterično olje brez terpenov in seskviterpenov: delno ali v celoti so odstranjeni 
mono- in seskviterpenski ogljikovodiki. 
- Rektificirano eterično olje: s frakcionirno destilacijo so odstranjene določene 
sestavine ali prilagojena vsebnost sestavin. 
- Eterično olje brez »x«: delno ali v celoti odstranjena ena ali več sestavin (2). 
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Ekstrakcija s topili:  
Metodo uporabljamo, ko imamo termično občutljiv rastlinski material. Vanj dodamo 
nepolarno topilo (navadno heksan ali petroleter), v katerem se raztopijo hlapne spojine in 
druge v topilu topne sestavine rastlinskega izvora. Rastlinski izvleček v nadaljevanju 
filtriramo in tako ostane kombinacija voskov ali drugih lipidov in eteričnega olja, 
imenovana konkret. Tega ektrahiramo z etanolom, ohladimo, filtriramo, odparimo etanol, 
da dobimo absolut (1, 8).  
Enfleraža: 
Enfleraža je tradicionalni način pridobivanja absolutov iz cvetov. Postopek temelji na 
dodajanju plasti maščobe na cvetne liste, ki absorbirajo hlapne spojine. Hlapne spojine se 
iz maščobe ekstrahira z etanolom, ki se ga kasneje odstrani. Metoda se uporablja pri 
proizvodnji parfumov in v aromaterapiji (1, 8).  
Ekstrakcija s superkritičnimi fluidi:  
Temelji na ločevanju ene komponente (ekstranta) od matriksa s pomočjo superkritičnih 
fluidov. Superkritično stanje dosežemo pri določenem tlaku in temperaturi. Kot 
superkritični fluid se najpogosteje uporablja CO2. Ta metoda prinaša večji izkoristek, prav 
tako je uporabna pri tistih rastlinah, ki jih ni mogoče ekstrahirati z vodno paro (1, 8).  
 
1.1.2 Sestava in delovanje  
 
Eterična olja sestavlja od 20 do nekaj sto spojin, ki jih glede na funkcionalne skupine 
delimo na ogljikovodike, etre, estre, alkohole, aldehide, ketone, fenole redkejši so epoksidi 
in peroksidi, ki so lahko tudi produkti oksidacije prej navedenih spojin. Vse sestavine EO 
biosintezno pripadajo terpenom ali fenilpropanoidom (1, 3, 9).  
Terpeni in terpenoidi sodijo med najpomembnejše sekundarne metabolite v rastlinah. 
Znanih je približno 20000 različnih spojin. Terpeni so ciklični ali aciklični, nasičeni ali 
nenasičeni ogljikovodiki, ki jih sestavljajo izoprenske enote. Molekulska formula terpenov 
je (C5H8)n, kjer je n število izoprenskih enot. Terpeni, ki vsebujejo hidroksilno ali 
karbonilno funkcionalno skupino, so znani kot terpenoidi (1, 9).  
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Monoterpene sestavljata dve izoprenski enoti in 10 C-atomov. Seskviterpeni so sestavljeni 
iz treh izoprenskih enot ter 15 C-atomov. Diterpeni so sestavljeni z 20 C-atomi in so le 
redki hlapni. Monoterpene in monoterpenoide naprej delimo na aciklične (npr. geraniol), 
monociklične (npr. limonen) in biciklične (npr. α-pinen). Najbolj raziskovani monoterpeni 
so limonen, α-pinen in geraniol, ki je monoterpenoid. Izkazali so se za učinkovite pri 
terapiji različnih vrst raka tako na celičnem nivoju, kot tudi na živalskih modelih in v 
kliničnih študijah na preskušancih (1, 16).  
Terapevtski učinek EO je mogoč, ker zaradi lipofilnosti globoko penetrirajo v spodnje 
plasti kože, kjer se v usnjici absorbirajo v krvni obtok (1).  
                                                                          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1: Kemijske strukture 1,8-cineola (levo), terpinen-4-ola (sredina) in α-terpineola (desno).   
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1.2 Čajna mirta (Melaleuca alternifolia) 
 
Čajno mirto (Melaleuca alternifolia) uvrščamo v družino mirtovk (Myrtaceae) in pogosto 
se zanjo uporabljata tudi nepravilni imeni čajevec ali čajno drevo.  
 
 
 
 
 
 
 
Raste v močvirnatih razmerah na vzhodnih obalnih predelih Avstralije. Rod Melaleuca 
vsebuje okoli 230 vrst, vse pa izvirajo iz Avstralije. Zdravilne učinke eteričnega olja čajne 
mirte so najprej odkrili avstralski domačini Aborigini, ki so ga uporabljali kot obkladke za 
oskrbo in razkuženje ran ter pri kožnih okužbah. Kasneje, med drugo svetovno vojno, je 
bilo eterično olje čajne mirte (TTO) dodano k vojaški prvi pomoči, tako za nego stopal kot 
za zdravljenje okužb pri manjših ranah, mehurjih in pikih žuželk. V tem času je bilo tako 
priljubljeno, da se je zanj uporabljalo ime »naravni antiseptik« (4, 10, 11, 12).  
Zimzeleno drevo je visoko do 7 metrov in ima nedeljene liste, podobne iglicam ter majhne 
kremno bele cvetove. Znanih je več vrst čajne mirte: 
- M. leucadendron: vir EO kajeput, 
- M. viridiflora in M. quinquenervia: vira EO niaouli, 
- M. alternifolia: vir EO, ki se uporablja v parfumski in kozmetični industriji.  
 
Slika 2: Melaleucae alternifolia (19). 
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1.3 Eterično olje čajne mirte – Melaleucae aetheroleum 
1.3.1 Lastnosti  
 
Eterično olje čajne mirte (Melaleucae aetheroleum) je v žlezah na listih in je bistra, 
brezbarvna do svetlorumena hlapna tekočina z značilnim vonjem. Pridobiva se s parno 
destilacijo iz listja in tankih vejic čajnih mirt: Malaleuca alternifolia Cheel, Malaleuca 
linariifolia Smith, Malaleuca dissitiflora F. Mueller (12, 13).  
Za uporabo je TTO relativno varno. Informacije o toksičnosti so redke in omejene na 
prevelike odmerke, oz. se draženje pojavi le pri posameznikih z občutljivo kožo in zaradi 
produktov oksidacije EO pri nepravilnem shranjevanju. Pomembna ugotovitev je, da EO 
čajne mirte in njegove sestavine niso genotoksične. TTO postaja vse bolj priljubljena 
aktivna sestavina v različnih kozmetičnih izdelkih, šamponih, masažnih oljih, izdelkih za 
nohte in izdelkih za čiščenje, vključno z razkuževalnimi razpršili ter detergenti za perilo, 
zato se je njegova uporaba v zadnjih dvajsetih letih močno razširila (2, 12, 14).  
 
1.3.2 Sestava  
 
Glavne sestavine EO čajne mirte so terpenski ogljikovodiki in terpenoidi, ki so nosilci 
antibakterijskega, protivirusnega in protiglivičnega delovanja. Najpomembnejši 
predstavniki monoterpenov in monoterpenoidov, α-terpinen, α-terpineol, terpinolen, 
sabinen, α-pinen, p-cimen, limonen, skupaj s seskviterpeni in seskviterpenoidi vključujejo 
okoli 100 spojin. Terpinen-4-ol in α-terpineol sta najpogostejši sestavini TTO (4, 11).  
TTO, ki vsebuje terpinen-4-ol, velja za standardno EO, zato ga v raznih študijah, kjer 
merimo njegovo koncentracijo v različnih formulacijah, enačijo kar s koncentracijo 
terpinen-4-ola. Najbolj pomemben je tudi pri določanju ustreznosti EO (12, 15).  
TTO, ki ustreza zahtevam avstralskega standarda in Evropske farmakopeje, vsebuje 
najmanj 30 % terpinen-4-ola in največ 15 % 1,8-cineola. GC in GC-MS raziskave večih 
EO, pridobljenih iz M. alternifolia, so potrdile vsebnost različnih sestavin, vključno z 
terpinen-4-olom (12, 15).  
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1.3.3 Delovanje 
 
S številnimi raziskavami so potrdili protimikrobno, antiseptično in deodorantno delovanje 
EO čajne mirte. V medicinske namene se uporablja pri zdravljenju ran, okužb, ureznin, 
vnetju dlesni, lajša kašelj ter pomaga pri vnetem žrelu in sinusih. Pozitivne učinke ima tako 
pri zdravljenju psoriaze in srbečice, ki nastane zaradi okužbe s Candido albicans, kot tudi 
pri glivičnih vnetjih spolovil. S TTO proizvajalca Bosisto's so opravili laboratorijske 
študije, kjer so odkrili, da deluje proti bakterijam vrst: Escherichia coli, Salmonella 
choleraesuis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa (11, 12).  
V kozmetični industriji se uporablja proti herpesu, saj ima protivirusno aktivnost na virus 
Herpes simplex in proti aknam, saj preprečuje vnetje kože in pospeši celjenje. Raziskave so 
pokazale, da ima 5-odstotno TTO podobno učinkovitost kot benzoil peroksid, ki se 
uporablja v zdravilih proti aknam. Nepogrešljiv je tudi pri negi mastnega lasišča in težavah 
s prhljajem ter glivičnih okužbah prstov in stopal.  
Po zaužitju lahko povzroči diarejo, bruhanje in somnolenco, na občutljivi koži pa lahko 
pride do rdečice, srbenja in pekočega občutka. Ni priporočljivo za uporabo pri nosečnicah 
(3, 4, 10, 11, 13, 15).  
1.3.4 Uporaba 
 
TTO je namenjeno zunanji uporabi, pri čemer moramo preprečiti stik z očmi in uporabo pri 
otrocih mlajših od dveh let. Zaradi že omenjenega antiseptičnega delovanja preprečuje in 
zdravi okužbe, ki lahko nastanejo pri majhnih ranah, urezninah, lajša simptome luskavice, 
srbečice in pomirja kožo po sončnih opeklinah in pojavu izpuščajev (tudi po britju). V vseh 
naštetih primerih ga nanesemo neposredno na prizadeto območje, kar velja tudi pri uporabi 
za zmanjšanje draženja, vnetja pri pikih žuželk ter mozoljih in aknah (11, 12).   
Leta 2017 je bila v Avstraliji izvedena študija, kjer so primerjali učinkovitost TTO v boju 
proti aknam. Pri udeležencih, ki so uporabljali TTO pri čiščenju obraza dvakrat dnevno, 12 
tednov, se je število aken in brazgotin vidno zmanjšalo. Resnih neželenih učinkov ni bilo, 
vendar so se pojavile blage težave s suho kožo in luščenjem (12).  
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Raziskave kažejo, da TTO pomaga pri lajšanju simptomov kontaktnega dermatitisa in 
seboroičnega dermatitisa, ki povzroča luščenje kože in prhljaj. Leta 2002 je bila objavljena 
študija, kjer so proučevali učinkovitost šampona s 5-odstotno vsebnostjo TTO na bolnikih 
z blagim do zmernim prhljajem. Po štiri-tedenski uporabi šampona s TTO so opazili za 41-
% izboljšanje stanja prhljaja, hkrati pa sta se zmanjšali srbečica in mastnost lasišča (12).  
EO čajne mirte lahko uporabljamo pri težavah z neprijetnim vonjem stopal, in sicer tako, 
da stopala namakamo v vodni kopeli z majhno količino TTO ali pa ga zaradi 
deodorantnega učinka poškropimo po obutvi, kjer nevtralizira neprijeten vonj in osveži 
območje nanosa (10, 11, 12).  
Slab zadah povzročajo bakterije v ustih, na hrbtu jezika, grla in tonzil. Izvedena raziskava 
in vitro je pokazala, da TTO deluje kot učinkovito antiseptično sredstvo proti peroralnim 
patogenom (Candida albicans, na meticilin-odporni Staphylococcus aureus in Escherichia 
coli). Uporabljamo ga lahko kot ustno vodico in speremo usta z vodo, saj ga ne smemo 
zaužiti (10, 12).  
Par kapljic TTO lahko uporabimo tudi pri čiščenju prostorov in pranju oblačil (11, 12).  
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2. NAMEN DELA   
 
Uporabljali bomo dve eterični olji čajne mirte (Melaleucae aetheroleum) različnih 
proizvajalcev, nemškega in avstralskega. Cilj laboratorijskega dela je ugotoviti, ali obe 
TTO ustrezata zahtevam monografije v Evropski farmakopeji in odkriti razlike v njuni 
sestavi.  
S tankoplastno kromatografijo bomo ločili komponente, ki so v EO, ter jih v nadaljevanju s 
pomočjo kolonske kromatografije izolirali. Dobljene frakcije bomo kvalitativno in 
kvantitativno analizirali s plinsko kromatografijo, sklopljeno z masnim spektrometrom. S 
spektroskopsko metodo NMR bomo skušali ugotoviti čistost referenčnih spojin.   
Za popestritev diplomske naloge bomo s pomočjo TLC ugotovili, ali kozmetični izdelek 
serum Tea Tree vsebuje TTO, izdelali hladilni hidrofilni gel z TTO in skušali pripraviti 
zmes najpogostejših sestavin eteričnega olja čajne mirte, ki bo imela tudi podoben vonj. 
Uspešnost  priprave »umetnega EO« in njegovo primerjavo z originaloma in referenčno 
spojino terpinen-4-olom, bomo ovrednostili s pomočjo vonjalne analize, katere rezultate 
bomo statistično obdelali.  
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Slika 4: EO čajne mirte avstralskega proizvajalca 
3. MATERIALI IN METODE 
 
3.1 Materiali  
 
 Rastlinski material:  
- Eterično olje čajne mirte (lat. Melaleuca alternifolia): Tea Tree Oil (Melaleuca 
Oil), proizvajalca Bosisto's. Pri sobni temperaturi je brezbarvna tekočina, s 
prijetenim in za čajno mirto značilnim vonjem (svež, oster, prodoren, z lesno-
sladkobno noto) (11).  
- Eterično olje čajne mirte (Melaleuca alternifolia): Teebaumöl kbA nemškega 
prozvajalca Aliacura, pridobljeno s parno destilacijo. Pri sobni temperaturi je 
brezbarvna ali rumenkasta tekočina, z značilnim vonjem čajne mirte (17).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Reagenti in topila 
- Referenčne spojine: 1,8-cineol, terpinen-4-ol, α-terpineol, γ-terpinen, α-terpinen. 
- Kozmetični izdelek, serum, Tea Tree, proizvajalca The body shop.  
 
Slika 3: EO čajne mirte nemškega proizvajalca 
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Za mobilno fazo pri TLC in kolonski kromatografiji smo uporabljali heksan, etilacetat in 
dietileter. Pri laboratorijskem delu smo uporabljali še metanol in etanol. Kot orositvena 
reagenta smo uporabili dinitrofenilhidrazin in fosfomolibdensko kislino. Uporabljali smo 
ju za oroševanje TLC plošč in pripravili tako, da smo 2,00 g fosfomolibdenske kisline 
raztopili v 50 mL brezvodnega etanola. Drugi reagenti in topila so bili od naslednjih 
proizvajalcev: Sigma-Aldrich, Merck, Panreac (Barcelona, Španija), J.T. Baker (Deventer, 
Nizozemska), Carlo Erba (Milano, Italija).   
 Aparature 
Pri delu smo uporabljali tehtnico (Železniki Slovenija), analizno tehtnico EG220-3-NM 
Kern (Balingen, Nemčija), magnetno mešalo Rotamix, rotavapor Büchi R-114, pištolo za 
segrevanje proizvajalca Black & Decker (New Britain, CT, ZDA) ter standardni 
laboratorijski pribor. Za vonjalno analizo smo uporabljali vonjalne lističe proizvajalca 
Sigma-Aldrich, Steiheim, (Nemčija).  
 Programska oprema  
Strukturne formule spojin, ki smo jih potrebovali za NMR, smo narisali in poimenovali s 
pomočjo programa ChemBioDraw Ultra 12.0 proizvajalca CambridgeSoft. Podatke GC-
MS analize smo zbrali s programom GCMS Solution 4.20, za statistično obdelavo 
podatkov vonjalne analize pa Excel 2016. 
3.2. Metode 
 
 Tankoplastna kromatografija 
TLC smo izvajali v TLC kadički, Camag. Kot stacionarno fazo smo uporabljali TLC 
ploščice Kiesegel 60 F254 iz aluminijeve folije, prekrite s silikagelom, nemškega 
proizvajalca Merck (ploščina uporabljenih ploščic 10 cm x 4 cm).  Kot mobilno fazo, 
katere volumen je bil v vseh primerih 10-20 mL, smo uporabljali etilacetat, heksan in 
dietileter, ter zmes etilacetata in heksana v različnih razmerjih. Kot orositveni reagent smo 
samo v prvem primeru poskusili dinitrofenilhidrazin, vse druge kromatograme pa smo 
oroševali s fosfomolibdensko kislino.  
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 TLC: primerjava vzorcev in referenčnih spojin.  
 TLC: primerjava treh referenčnih spojin.  
 TLC: primerjava vseh frakcij in referenčnih spojin. 
 TLC: primerjava obeh eteričnih olj in kozmetičnega izdelka, seruma Tea Tree. 
 
 Kolonska kromatografija 
Za izolacijo posameznih sestavin obeh eteričnih olj smo uporabili kolonsko 
kromatografijo. Kot MF smo uporabili zmes etilacetat : heksan = 1 : 19 in 1 : 4.  
Stacionarno fazo je predstavljal silikagel nemškega proizvajalca Merck. Pri delu smo 
uporabljali kolono ter steklene epruvete za zbiranje. V nadaljevanju smo dobljene frakcije 
uparevali s pomočjo rotavaporja Büchi R-114. 
 
 
                                  
                   
 
 
 
Slika 6: Rotavapor Büchi R-114. 
Slika 5: Primerjava različnih mobilnih faz, etilacetat (levo), heksan 
(sredina), dietileter (desno). 
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 Plinska kromatografija z masno spektrometrijo GC-MS 
Frakcijam, dobljenim s kolonsko kromatografijo, smo najprej odparili topilo, nato smo jih 
skupaj z obema EO čajne mirte analizirali s plinskim kromatografom, sklopljenim z 
masnim spektrometrom GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonska). 
Uporabljena kolona Rxi-5Sil MS, je nepolarna kapilarna, z merami 30 m × 0,25 mm. 
Uporabljena SF: 1,4-bis(dimetilsiloksi)fenilendimetilpolisiloksan (Restek, Bellefonte, 
Pensilvanija, ZDA). 
 
 
 
 
 
 
 
 Jedrska magnetna resonanca: NMR 
S pomočjo NMR smo potrjevali identiteto in ugotavljali čistost referenčnih spojin. OJS1 je 
predstavljal referenčno spojino 1,8-cineol, OJS2 referenčno spojino terpinen-4-ol in OJS3 
referenčno spojino α-terpineol. Spektre 1H-NMR smo posneli s spektrometrom Brucker 
Avance DPX400 pri frekvenci 400 MHz na Fakulteti za farmacijo. Za interni standard smo 
uporabili TMS, vzorce pa raztopili v CDCl3.   
 
 
 
 
 
 
Slika 7: Aparatura za GC-MS (GCMS-QP2010 Ultra)(20). 
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4. EKSPERIMENTALNI DEL  
4.1 Tankoplastna kromatografija  
4.1.1 Iskanje ustrezne mobilne faze za kromatografijo 
 
Priprava vzorcev: 
Pripravili smo 2 penicilinki, v kateri smo s pomočjo steklene palčke odmerili približno 2 
mg EO čajne mirte in ga raztopili v 2 mL heksana. Penicilinki smo zaradi pravilnega 
shranjevanja zaprli s pokrovčkom in ju vseskozi uporabljali kot vzorca:  
- 1A: TTO Bosisto's, avstralskega proizvajalca.  
- 2B : TTO Aliacura, nemškega proizvajalca. 
Stacionarna faza:   
Kot stacionarno fazo (SF) smo uporabljali ploščice iz aluminijeve folije prekrite s 
silikagelom kot adsorbentom, površine 4 x 10 cm2.  Vzorce smo s kapilaro nanašali 1 cm 
od spodnjega roba plošče z razmikom 1 cm in jo pred vsakim nanosom vzorca spirali z 
MeOH.  
Mobilna faza:  
Kot mobilno fazo (MF) smo uporabili etilacetat, heksan in dietileter, poleg njih pa tudi 
zmesi etilacetata in heksana v razmerjih: 3 : 1, 1 : 1, 1 : 2, 1 : 4, 1 : 9, 1 : 19 . MF je bilo v 
vseh primerih 10-20 mL.                                       
V prvem poskusu smo razvijali dve TLC ploščici pri razmerju MF 1 : 4 in pri pripravi 
zmes 5 min pustili v TLC kadički, da se vzpostavi parni tlak. Topilo potuje po plošči 
navzgor s pomočjo kapilarnega gibanja, ko pride v stik z vzorcem, se ta raztopi v MF in na 
osnovi razlik v polarnosti potuje po plošči, nakar smo ju odstranili in orosili  z  dvema 
orositvenima reagentoma, dinitrofenilhidrazinom ali fosfomolibdensko kislino.  
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Za vse sestavine v vzorcih smo izračunali retardacijske faktorje (Rf) nastalih lis po 
formuli:  
 
                                                                                      
Rf =  
𝒓𝒂𝒛𝒅𝒂𝒍𝒋𝒂,   𝒌𝒊 𝒋𝒐 𝒑𝒓𝒆𝒑𝒐𝒕𝒖𝒋𝒆 𝒗𝒛𝒐𝒓𝒆𝒄
𝒓𝒂𝒛𝒅𝒂𝒍𝒋𝒂,   𝒌𝒊 𝒋𝒐 𝒑𝒓𝒆𝒑𝒐𝒕𝒖𝒋𝒆 𝒕𝒐𝒑𝒊𝒍𝒐 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.2 Primerjava vzorcev in referenčnih spojin  
 
Izvajali smo tankoplastno kromatografijo, kjer smo na TLC ploščico (8 x 5 cm2) nanesli oba 
vzorca (1A in 2B) in dve referenčni spojini (1,8-cineol in terpinen-4-ol). Postopek smo 
izvedli petkrat, in sicer trikrat z MF etilacetat : heksan 1 : 4 in dvakrat z razmerjem 
etilacetat : heksan 1 : 19.   
- Vzorec 1A smo pripravili tako, da smo 1 mg EO avstralskega proizvoda raztopili v 
1 mL etilacetata. 
- Vzorec 2B smo pripravili tako, da smo 1 mg EO nemškega proizvajalca raztopili 1 
mL etilacetata. 
- Referenčna spojina 1 (RS1): 1mg 1,8-cineola + 1mL etilacetata 
- Referenčna spojina 2 (RS2): 1 mg terpinen-4-ola + 1mL etilacetata 
 
 
Slika 8: Primerjava različnih orositvenih reagentov: 
fofomolibdenska kislina (levo) in dinitrofenilhidrazin 
(desno). 
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4.1.3 Primerjava treh referenčnih spojin 
Ko smo dobili še tretjo referenčno spojino, smo razvili dva kromatograma z vsemi tremi 
referenčnimi spojinami v mobilnih fazah etilacetat : heksan = 1 : 4 in 1 : 9.  
- Referenčna spojina 3 (RS3): 1 mg α-terpineola + 1ml etilacetata 
4.1.4 Primerjava frakcij 
 
Med kolonsko kromatografijo smo zbirali frakcije vzorcev 1A in 2B, ter razvili dva 
kromatograma z vsemi 11 frakcijami. Uporabili smo mobilno fazo etilacetat : heksan = 
1 : 4, in etilacetat : heksan = 1 : 19.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.5 Primerjava frakcij in referenčnih spojin 
 
Zaradi večje nazornosti smo razvili še dodatna dva kromatograma, pri čemer smo nanesli 
vse frakcije, ki smo jih pridobili iz vzorca 1A in 2B s kolonsko kromatografijo, ter vse tri 
referenčne spojina (RS1, RS2, RS3). Velikost uporabljenih TLC ploščic: 6 x 6 cm2 in MF                                            
etil acetat : heksan = 1 : 9.  
 
 
 
Slika 9: Frakcije obeh vzorcev, etil acetat : heksan = 1 : 4. 
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4.1.6 Primerjava obeh eteričnih olj in kozmetičnega izdelka  
 
Na TLC ploščico smo nanesli kozmetični izdelek serum Tea Tree, 
ki ima značilen vonj po eteričnem olju čajne mirte, ter vzorca 1A in 
2B.  Razvijali smo v mobilni fazi etilacetat : heksan 1 : 9 in 1 :  4. 
Želeli smo ugotoviti, ali KI vsebuje TTO v zadostni količini.  
 
4.2 Kolonska kromatografija  
 
Kolonsko kromatografijo smo izvajali v koloni.   
Vzorec 1A:  
Za mobilno fazo smo izbrali zmes etilacetata in heksana v razmerju 1 :  19. V litrski čaši 
smo suspendirali 250 mg silikagela v mobilni fazi, dokler ni nastala tekoča suspenzija. 
Med procesom se je čaša segrela, saj je bil prej na silikagel adsorbiran zrak, kasneje pa 
MF, ki ima do SF večjo afiniteto.  
S pomočjo lij ločnika, smo v kolono zlili pripravljeno suspenzijo in nato s kapalko ob steni 
kolone nanesli 3g  vzorca1A, ki smo ga predhodno raztopili v majhni količini mobilne 
faze. Frakcije smo najprej zbirali v erlenmajerico ter sproti spremljali prisotnost sestavin 
vzorca s TLC. Ploščice smo oroševali s fosfomolibdensko kislino. Ko so se na 
kromatogramu pojavile modre lise, smo frakcije začeli zbirati v epruvetah.  
V nadaljevanju smo spremenili razmerje topil mobilne faze, uporabili smo 
etilacetat : heksan = 1 : 4.  
4. 3 Odparevanje topila 
 
Vsebino epruvet, v katerih smo s TLC kromatografijo dokazali posamezne sestavine EO, 
smo prelili v bučko in uparevali topilo z rotacijskim vakuumskim uparjevalnikom – 
rotavaporjem, temperaturo smo nastavili na 40 °C in tlak na 235 mbar. 
Nehlapne komponente, ki so ostale v bučki po uparevanju, smo prelili v manjše bučke, ki 
smo jih prej stehtali, nato pa vsebino prelili v penicilinke.  
Slika 10: Serum TEA TREE  
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Vzorec 2B:  
Za vzorec 2B smo ponovili celoten postopek, uporabljali smo manjšo kolono in posledično 
uporabili manjšo količino vzorca (1,847 g), MF in SF (100 mg silikagela). Kot mobilno 
fazo smo znova uporabili zmes etilacetata in heksana v razmerju 1 :  19.  
 
4.4 Plinska kromatografija – masna spektrometrija  
 
Kromatografske razmere GC-MS:  
 sistem: GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonska) 
 kolona: nepolarna kapilarna, Rxi-5Sil MS, 30 m × 0,25 mm, df = 0,25 µm, SF: 1,4-
bis(dimetilsiloksi)fenilendimetilpolisiloksan (Restek, Bellefonte, Pensilvanija, ZDA) 
 računalniški program: GCMS Solution 4.2 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonska) 
 podatkovna GC-MS knjižnica: FNSC 3 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonska) 
 koncentracija vzorca: 10 µL/mL (heksan), hidrolat 100 % 
 nosilni plin: helij 
 pretok plina: 1 mL/min (linearna hitrost) 
 način injiciranja: »split« 1:100 
 temperaturni program: 50 °C (5 min), 50→200 °C (3 °C/min), 200 °C (5 min) 
 temperatura injektorja: 250 °C 
 temperatura ionskega izvora: 200 °C 
 temperatura vmesnika: 250 °C 
 volumen injiciranja: 1 µL 
 napetost na detektorju: 1 kV 
 način ionizacije: EI 
 energija ionizacije: -70 eV  
 frekvenca zajemanja podatkov: 5 Hz  
 območje merjenja relativne molekulske mase (m/z): 40-400 
 vklop filamenta pri 2,8 min 
 začetek snemanja pri 3,0 min 
 celoten čas analize: 60,0 min 
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4.5 Izdelava kozmetičnega izdelka 
 
Izdelali smo hladilni hidrofilni gel z eteričnim oljem čajne mirte po recepturi:  
Hidroksietilceluloza 10000           2g 
Glicerol                                          5g                                        
Aromatična voda                            do 50g 
 
Hidroksietilcelulozo smo raztrli z glicerolom, dodali 
aromatično vodo, previdno mešali in pustili 1h, da 
nabrekne. EO čajne mirte smo raztopili v etanolu, ter 
dodali prečiščeno vodo. 
Aromatična voda z eteričnim oljem čajne mirte: 
EO čajne mirte                    0,15 g 
Etanol                                  5 g 
Prečiščena voda                   do 100g  
 
4.6 Sinteza umetnega eteričnega olja  
 
Izdelali smo umetno eterično olje čajne mirte, tako da smo s 
pomočjo avtomatske pipete odmerili 450 mikrolitrov terpinen-4-
ola, 200 mikrolitrov γ-terpinena in 100 mikrolitrov α-terpinena. 
Za izbrane sestavine smo se odločili na podlagi rezultatov GC-
MS analize, ki so dokazali največjo vsebnost naštetih sestavin v 
obeh EO.  
Vse sestavine smo zbrali v viali in premešali. Zanimalo nas je, 
ali bo imelo umetno izdelano EO podoben oziroma enak vonj 
kot naravno EO.  
 
Slika 11: Hladilni gel z EO čajne mirte 
v ovojnini. 
Slika 12: Sinteza umetnega EO 
čajne mirte. 
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4.7 Oksidacija 
 
Kot dodatek k diplomski nalogi smo izvedli šest vzporednih reakcij oksidacije. Kot 
oksidant smo uporabili kalijev permanganat KMnO4.  
Pripravili smo šest bučk, jih stehtali in označili z 5A, 5B, 6A, 6B, 7A, 7B.  
V 5A in 5B bučki smo natehtali 250 mg 1,8-cineola, v 6A in 6B 250 mg cikloheksanola, 
ter v 7A in 7B 250 mg mentola. Bučke z vsebino smo vpeli v stojalo in mešali s pomočjo 
magnetnega mešala 24h.                                                       
Tabela I: Masa bučk 
Oznaka bučke  Masa bučke 
(mg)  
5A 247 
5B 122 
6A 293 
6B 235 
7A 227 
7B 274 
                                                                                              
V nadaljevanju smo pripravili raztopini:  
1. V erlenmajerico smo dodali 500 mg kalijevega permanganata, 50mL vode in 1 mL 
koncentrirane H2SO4. 
2. V erlenmajerico smo dodali 500 mg kalijevega permanganata in 50 mL 0,1 M  NaOH. 
V vse bučke smo k natehtani vsebini najprej dodali 5 mL vode, nato pa v bučke označene z 
5A, 6A in 7A dodali še pripravljeno raztopino s kislino H2SO4. V bučke z oznako 5B, 6B 
in 7B smo dodali pripravljeno raztopino z bazo NaOH.   
Najhitreje je zreagirala snov v bučki 6A, ki je vsebovala cikloheksanol, kalijev 
permanganat in H2SO4. Vsebino bučke smo prelili v lij ločnik in dodali etilacetat (20 mL). 
Ločili smo fazi in vodno fazo še dvakrat spirali z 20 mL etilacetata.  
Slika 13: Mešanje z magnetnim mešalom.  
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Združene organske faze smo spirali z nasičeno raztopino NaCl in sušili z  natrijevim 
sulfatom. Pustili smo pol ure in nato odstranili topilo pri znižanem tlaku. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.8 Vonjalna analiza  
 
Z vonjalno analizo smo želeli ovrednotiti vonj obeh EO čajne mirte ter našega umetno 
sintetiziranega EO.  
Eno uro pred izvedbo vonjalne analize smo pripravili etanolne raztopine izbranih vzorcev s 
koncentracijo 1 µL/mL v epruvetah, ki smo jih ustrezno oštevilčili. V raztopino smo 
potopili vonjalne lističe in epruvete pokrili z alufolijo, da smo preprečili izhlapevanje. Kot 
vzorec smo dodali tudi referenčno spojino terpinen-4-ol, ki je najbolj aktivna učinkovina 
TTO in etanol kot negativno kontrolo.  
 
 
 
 
 
Slika 14: Mešanje z magnetnim mešalom v 
digestoriju.                   
Slika 15: Sušenje z natrijevm sulfatom. 
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Tabela II: Razporeditev vzorcev vonjalne analize 
 
 
 
 
 
Prostor, v katerem smo pripravili vzorce, smo dobro prezračili, prav tako so bila okna 
odprta tudi med vrednotenjem. Pri testiranju vonjav je sodelovalo 20 študentov in 
zaposlenih na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. 
Med testiranjem so preizkušanci počakali dve minuti, da iz vonjalnega lističa izhlapi 
etanol, šele kasneje so vrednotili vonj in dopolnili pripravljen vprašalnik. Na vprašalniku 
(Priloga 1) so morali testiranci izpolniti spol in starost, v raziskovalnem delu pa številčno 
oceniti jakost in prijetnost vonjav, ter dopisati asociacije, ki so se jim porodile med 
vonjanjem.  
  
 
 
 
 
 
 
 
  
Št. vzorca Vzorec 
1 Eterično olje čajne mirte Bosisto's 
2 Sintetizirano eterično olje 
3 Kontrola - etanol 
4 Eterično olje Aliacura 
5 Referenčna spojina terpinen-4-ol 
Slika 16: Razporeditev vzorcev vonjalne analize. 
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1. Tankoplastna kromatografija  
 
Tankoplastna kromatografija je preprosta, hitra, zanesljiva in cenovno ugodna metoda, ki 
pomaga ločiti in identificirati sestavine v EO, omogoča pa tudi detekcijo ponaredkov.  
Spojine v raztopini vzorca 1A (Slika 17, levo) in 2B (Slika 17, desno), 
potujejo z različnimi hitrostmi zaradi razlik v njihovi afiniteti do SF in 
razlik v topnosti v topilu. Do ločevanja komponent pride zaradi 
različnega zadrževanja na trdni stacionarni fazi, kjer Si-OH skupine 
na površini silikagela tvorijo vodikove vezi in vstopajo v interakcije s 
polarnimi snovmi. Polarne komponente zato potujejo počasneje, 
nepolarne komponente, ki ne tvorijo interakcij, pa potujejo z večjo 
hitrostjo.  
Na sliki 17 vidimo razliko v sestavi dveh eteričnih olj različnih 
proizvajalcev. Sklepali smo, da je vzorec 2B nemškega proizvajalca 
najverjetneje dobljen z drugačno metodo, kar vodi v različno sestavo, 
saj mu manjkata nepolarni komponenti (zgoraj), ki so ju očitno 
nadomestili z večjo koncentracijo polarnih komponent (spodaj desno), 
kjer vidimo temno obarvanje lis.   
Nastale lise so posledica oroševanja z orositvenim reagentom. To so snovi, ki identificirajo 
določene funkcionalne skupine, saj z njimi tvorijo obarvane komplekse. Fosfomolibdenska 
kislina, je močna kislina in oksidant, praviloma se z njeno pomočjo vidijo spojine z dvojno 
vezjo (alkoholi, ketoni, aldehidi, kisline). Negativna stran tega indikatorja je, da sčasoma 
ploščice obledijo. Dinitrofenilhidrazin je indikator aldehidov, madeži so manj vidni in 
celotna plošča se je obarvala rahlo rumenooranžno (Slika 8). Pri obeh vzorcih se je na 
kromatogramu po oroševanju s fosfomolibdensko kislino in segrevanju pojavilo veliko 
modrih lis, kar je dokaz kompleksnosti sestave EO.  
 
 
Slika 17: Kromatogram 
z nanešenim TTO 
avstralskega izvora 
(levo) in TTO 
nemškega izvora 
(desno). 
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S primerjanjem rezultatov TLC, izvedene med kolonsko kromatografijo ter retardacijskih 
faktorjev izločenih komponent, ki smo jih identificirali z GC-MS, menimo, da zgornji 
nepolarni komponenti pri vzorcu 1A, ki na kromatogramu manjkata vzorcu 2B, ustrezata 
p-cimenu in γ-terpinenu. Spodnje lise na kromatogramu pri vzorcu 2B, ki ustrezajo 
polarnim komponentam, pa z GC-MS nismo mogli identificirati.  
S TLC smo želeli ugotoviti pri kateri MF dobimo najbolj optimalne kromatograme, kar 
pomeni, da so lise med seboj dobro ločene. MF, ki smo jih preizkušali pri TLC 
kromatografiji, so bile etilacetat, heksan, dietileter ter zmesi etilacetata in heksana v 
razmerju: 1:1, 3:1, 1:2, 1:4, 1:9, 1:19. Čisti heksan je preveč nepolarna MF, saj so spojine 
ostale zelo nizko na TLC ploščici. Nasprotno sta bila etilacetat in dietileter preveč polarni 
MF (Slika 5), saj so komponente potovale previsoko. Za najbolj uspešne MF so se v 
povprečju izkazale zmesi etilacetata in heksana v razmerju 1 :  4, 1 :  9 in 1 :  19.  
Z obema metodama, TLC in GC-MS, smo ugotovili, da obe EO ustrezata predpisom 
monografije v Evropski farmakopeji, saj je bil celoten eksperimentalni del izveden po 
navodilih iz monografije in obe TTO, kot predpisano, vsebujeta več kot 30 % terpinen-4-
ola in manj kot 15 % 1,8-cineola. TTO avstralskega proizvajalca vsebuje 46,06 % terpinen-
4-ola in 3,07 % 1,8-cineola. TTO nemškega proizvajalca pa vsebuje 48,83 % terpinen-4-
ola in 1,87 % 1,8-cineola.  
TLC - Primerjava vzorcev in referenčnih spojin: 
Prikazana sta kromatograma (Slika 18, Slika 19), kjer vidimo, da tako vzorec 1A kot 2B 
vsebujeta RS1: 1,8-cineol in RS2: terpinen-4-ol. Tretja lisa od spodaj navzgor vzorca 1A in 
peta lisa vzorca 2B imata podoben retardacijski faktor kot RS1 (0,76) in prva lisa vzorca 
2B enak Rf kot tretja lisa RS2 (0,51). Prisotnost referenčnih spojin v obeh vzorcih smo 
dokazali tudi z GC-MS.             
- Rf (1A)1 = 0,45  
- Rf (1A)2 = 0,58 
- Rf (1A)3 = 0,72 
- Rf (1A)4  = 0,91 
- Rf (2B)1 = 0,18 
- Rf (2B)2 = 0,36 
- Rf (2B)3 = 0,45 
- Rf (2B)4  = 0,55 
Slika 18: MF etil acetat : heksan = 1: 4. 
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- Rf (2B)5 = 0,76  
- Rf (2B)6  = 0,91         
- Rf (RS1)1 = 0,76 
- Rf (RS2)1 = 0,08 
- Rf (RS2)2 = 0,18      
- Rf (RS2)3 = 0,51        
- Rf (RS2)4 = 0,65 
                               
TLC - Primerjava treh referenčnih spojin:  
MF (etilacetat : heksan = 1 : 9) : Rf (RS1) = 0,85; Rf (RS2) = 0,05 in 0,55; Rf (RS3) = 0,27. 
Na Sliki 20 in Sliki 21, sta prikazana kromatograma vseh treh referenčnih spojin pri 
mobilni fazi 1 :  4 (levo) in 1 :  9 (desno). MF faza etilacetat : heksan = 1 : 9 je 
primernejša, saj so se spojine lepše ločile kot v drugi mobilni fazi.  
Referenčna spojina RS1, ki ustreza 1,8-cineolu, je z MF potovala najvišje, referenčna 
spojina RS3, ki ustreza α-terpineolu, je ostala najnižje in RS2, ki ustreza terpinen-4-olu, je 
na sredini kromatograma. Iz tega lahko sklepamo, da je 1,8-cineol najbolj nepolaren, kar 
sovpada tudi s hitrejšim izločanjem iz kolone pri kolonski kromatografiji in z retencijskim 
časom 16,21min pri GC-MS analizi. α-Terpineol je za razliko od 1,8-cineola najnižje na 
kromatogramu, kar pomeni, da je od uporabljenih referenčnih spojin najbolj polaren. Iz 
kolone se je pri kolonski kromatografiji pojavil v kasnejših frakcijah, pri vzorcu 1A v 
frakcijah 67-72 in pri vzorcu 2B v frakcijah 59-63. Njegov retencijski čas pri GC-MS 
analizi je 24,45min.   
 
 
 
 
 
Slika 20: MF etil acetat : heksan = 1 : 4, nečista RS2. Slika 21: kromatogram treh referenčnih spojin, 
MF 1 : 9. 
Slika 19: MF etil acetat : heksan = 1: 19. 
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Skladno s kromatogramoma (Slika 21, Slika 20) je NMR spekter terpinen-4-ola pokazal, 
da smo uporabljali nečisto referenčno spojino s stopnjo čistote samo okoli 70 %, s čimer si 
razlagamo pojav večih lis pri oznaki RS2. Drugi dve referenčni spojini sta bili po podatkih 
NMR spektrov čisti ( Slika 22,  Slika 23, Slika 24).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 23: spekter NMR referenčne spojine RS2: terpinen-4-ol 
Slika 22: spekter NMR referenčne spojine RS1: 1,8-cineol 
Slika 24: spekter NMR referenčne spojine  RS3: α-terpineol 
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TLC - Primerjava izločenih frakcij med seboj in z referenčnimi spojinami:  
Med kolonsko kromatografijo smo razvijali TLC ploščice in ugotovili, da se pri različnih 
frakcijah izločajo različne komponente, ki jih vidimo kot lise (Slika 9).  Kasneje kot se je 
spojina izločila, nižje se je pojavila lisa na kromatogramu, kar je dokaz večje polarnosti 
snovi. Že v začetnih frakcijah so se zaradi majhne afinitete do SF najprej izločile nepolarne 
komponente, kasneje v kasnejših frakcijah pa še polarne komponente, ki so se dlje časa 
zadržale na koloni.  
Na podlagi Rf in identifikacije izločenih komponent z GC-MS smo dokazali, da se je pri 
nanosu frakcij iz vzorca 1A pojavil RS1: 1,8-cineol pri frakciji 33, RS2: terpinen-4-ol pri 
frakciji 56 in RS3: α-terpineol pri frakciji 67.  
Refrakcijski faktorji komponent vzorca 1A:  
 Rf (8) = 0,42 in 0,52                       
 Rf (33) = 0,80 
 Rf (56) = 0,50 
 Rf (67) = 0,30 
 Rf (RS1) = 0,84 
 Rf (RS2) = 0,10 in 0,60 
 Rf (RS3) = 0,40 
 
 
Pri nanosu frakcij vzorca 2B, se RS1: 1,8-cineol med kromatografijo ni izločil. RS2 
terpinen-4-ol se je izločil pri frakciji 48 in 74, RS3: α-terpineol pa pri frakcijah 29, 38, 48 
in 59 vzorca 2B. 
Refrakcijski faktorji komponent 2B:  
 Rf (29) = 0,33 
 Rf (38) = 0,33 
 Rf (48) = 0,25 in 0,35 in 0,42 
 Rf (59) = 0,09 in 0,23 
 Rf (74) = 0,05 
 Rf (RS1) = 0,69 
 Rf (RS2) = 0,07 in 0,52 
 Rf (RS3) = 0,34 
 
 
Slika 25: Vzorec 1A, etil acetat : heksan = 1 : 9.                    
Slika 26: Vzorec 2B, etil acetat : heksan = 1 : 9.  
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 TLC - Primerjava obeh eteričnih olj in kozmetičnega izdelka 
S TLC kromatografijo smo dokazali, da kozmetični izdelek serum TEA TREE, ki naj bi 
vseboval EO čajne mirte in je namenjen aknasti koži ter se po EO čajne mirte celo 
imenuje, vsebuje TTO zgolj v sledovih, tako da je samo ime izdelka neprimerno, saj daje 
vtis, da je sestavina poglavitna. Ne moremo pa trditi, da je snov ponaredek in eteričnega 
olja čajne mirte sploh ne vsebuje, saj vidimo blage lise, katerih Rf se točno ujema z drugo 
liso vzorca 1A in je zelo podoben Rf tretji lisi vzorca 2B.   
Rf (KI) = Rf (1A)2 = 0,45 
Rf (KI) = 0,45 in Rf (2B)3 = 0,50 
 
 
 
 
 
 
 
5.2 Kolonska kromatografija 
 
Kolonsko kromatografijo smo uporabili za izolacijo posameznih sestavin iz obeh vzorcev. 
EO je sestavljeno iz različnih sestavin, ki imajo različno afiniteto do stacionarne faze. Tiste 
z veliko afiniteto do SF se spuščajo počasi in ostanejo v koloni najdlje, frakcije s 
sestavinami, ki so se prve zbrale v epruvetah, pa imajo zelo majhno afiniteto do SF in so 
nepolarne.  
Prve sestavine, ki so se izločile pri vzorcu 1A pri MF etilacetat : heksan = 1 : 19, so se 
pojavile pri frakciji 8. Tako smo skupaj združili frakcije 8 do 11, 27 do 32 in 33 do 45. V 
nadaljevanju smo zamenjali mobilno fazo na razmerje 1 : 4 ter združili še frakcije 56 do 66 
in 67 do 72.  
 
 Slika 27: MF etil acetat : heksan = 1 : 9.                                               Slika 28: Etil acetat : heksan = 1 : 19 
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S pomočjo GC-MS analize smo ugotovili, da v frakcijah 8-11 vzorca 1A prevladujeta p-
cimen s 33,61% in γ-terpinen s 27,15% vsebnostjo, prav tako je p-cimen z 42,29 % 
prisoten tudi v frakcijah 27-32, dobljenih s kolonsko kromatografijo. Pri naslednjih 
frakcijah so se izločile sestavine, ki smo jih uporabljali kot referenčne spojine, in sicer 
frakcije 33-45 vsebujejo 47,67% RS1: 1,8-cineola,  
RS2:  terpinen-4-ol prevladuje v frakcijah 56-66 s 96,5-% prisotnostjo in RS3: α-terpineol 
z 68,23-% v frakcijah 67-72.  
 
 
 
 
 
 
 
Prve sestavine, ki so se izločile pri vzorcu 2B, so se prav tako pojavile pri frakciji 8, pri 
MF 1 : 19. Združili smo frakcije 8 do 11, 29 do 37, 38 do 46, 48 do 53, 59 do 63 in 74 do 
79. V prvih frakcijah prevladuje γ-terpinen s 35,1-% prisotnostjo, RS2: terpinen-4-ol smo z 
več kot 95-% prisotnostjo izolirali v frakcijah 29-46, ter v manjši a še vedno prevladujoči 
količini vse do frakcije 53. RS3: α-terpineol je bil s 47,11 %  prisoten pri frakcijah 59-63.  
 
 
 
 
 
Slika 29: Kromatogram frakcij vzorca 1A, dobljenih s 
kolonsko kromatografijo, MF 1:19 
Slika 30: kromatogram frakcij vzorca 1A, dobljenih s 
kolonsko kromatografijo, MF 1:4 
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Vsem 11 frakcijam obeh EO smo odstranili topilo. Dejstvo je, da smo z uparevanjem 
izgubljali tudi samo eterično olje, saj vsebuje hlapne sestavine. Mase vzorcev, ki smo jih 
dobili po uparevanju topila, so prikazane v Tabeli III.   
Tabela III: Masa nehlapnih sestavin v vzorcu 1A in 2B.  
Frakcije 1A vzorca:  Masa vzorca (g) Frakcije  
2B vzorca: 
Masa vzorca (g) 
8-11 0,316 8-11 O,334 
27-32 0,240 29-37 0,231 
33-45 0,031 38-46 0,186 
56-66 1,171 48-53 0,054 
67-72 0,137 59-63 0,666 
  74-79 0,336 
 
 
 
 
Slika 31: Kromatogram frakcij vzorca 1A, dobljenih s 
kolonsko kromatografijo, MF 1:19 
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5.3 Rezultati GC-MS  
 
S plinsko kromatografijo, sklopljeno z masnim spektrometrom, smo analizirali obe eterični 
olji in vse ostanke v bučkah po uparevanju. Na ta način smo identificirali izločene spojine, 
ter njihovo relativno vsebnost v EO. 
Tabela IV: Sestava TTO avstralskega proizvajalca. 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela V: Sestava TTO nemškega proizvajalca.  
Sample Ret. 
Time 
Area % Compound 
1 23,752 48,83 Terpinen-4-ol 
2 17,6 20,29 Terpinen (γ-) 
3 15,447 8,78 Terpinen (α-) 
4 24,448 3,17 Terpineol (α-) 
5 15,832 3,04 Cimen (p-) 
6 18,99 2,89 Terpinolen 
7 11,2 2,28 Pinen (α-) 
8 16,209 1,87 Evkaliptol 
 
V Tabeli IV in Tabeli V je prikazana delna sestava obeh eteričnih olj različnih 
proizvajalcev. Prikazane so le tiste spojine, katerih vsebnost je več kot 1 %. Z GC-MS 
analizo smo tudi ugotovili, da EO avstralskega proizvajalca vsebuje 47 sestavin, EO 
nemškega proizvajalca pa 26 sestavin. Vidimo da obe TTO vsebujeta vse tri referenčne 
spojine, pri čemer ima EO nemškega proizvajalca več terpinen-4-ola, ki je aktivna 
sestavina.  
Sample Ret. 
Time 
Area % Compound 
1 23,517 46,06 Terpinen-4-ol 
2 17,372 20,86 Terpinen (γ-) 
3 15,223 9,55 Terpinen (α-) 
4 15,974 3,07 Eucaliptol 
5 18,747 2,88 Terpinolen 
6 24,197 2,8 Terpineol (α-) 
7 10,994 2,01 Pinen (α-) 
8 15,608 1,86 Cimen (p-) 
9 15,86 1,27 Limonen 
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5.4 Hidrogel z eteričnim oljem čajno mirto   
 
Hladilni hidrofilni gel z EO čajne mirte ima zelo prijetno in nežno strukturo, tekočo 
konsistenco ter vonj, značilen za čajno mirto. Po fizikalni zgradbi ga uvrščamo med 
plastične gele, kar pomeni, da se njegova struktura med 
obremenitvijo poruši, zato je lepo mazljiv. Sodi med 
poltrdne kozmetične izdelke, kjer je podlaga sestavljena iz 
vode in tvorilca gela. V našem primeru smo uporabili 
hidroksietilcelulozo, ki tvori tridimenzionalno rešetko, v 
katero je ujeta voda. Voda bi lahko iz sistema izhlapela, zato 
smo za preprečitev nastanka kserogela dodali vlažilec 
glicerol. Za popolno formulacijo bi morali zaradi vodnega 
medija dodati konzervans, da bi zaščitili izdelek pred 
mikrobno kontaminacijo.  
5.5 Opažanja pri reakcijah oksidacije 
 
Po opisanem postopku smo v vse bučke, označene s črko A, dodali raztopino s H2SO4, v 
vse bučke z oznako B pa raztopino z bazo NaOH. Na Tabeli VI vidimo spremembe, ki so 
se zgodile po dodatku raztopine.  
Tabela VI : Videz snovi v bučkah, po dodatku raztopine.  
Oznaka 
bučke 
Videz po 1h Videz po 24h 
5A Rjava barva Oborina, rjava  
barva 
5B Vijolično rjava 
barva 
Temno rjava 
barva 
6A Svetlo rjava 
barva 
Oborina, bledo 
rjava barva, 
tekoče 
6B Temno rjava 
barva 
Oborina, svetlo 
rjava barva 
7A Temno vijolična 
barva 
Temno rjava 
barva, viskozno 
7B Temno vijolična 
barva 
Obledela 
vijolična barva, 
rahlo viskozno 
Slika 32: Hidrofilni gel tri mesece po izdelavi. 
Slika 33: Videz bučk 1A in 3A, takoj po 
dodatku H2SO4. 
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Takoj po dodatku raztopine smo opazili razbarvanje v bučkah 5A, 6A, 6B. Snov v bučki 
5A se je razbarvala šele po 1h na vijolično rjav odtenek, pri snoveh v bučkah  7A in 7B pa 
razbarvanja nismo opazili.   
Kot vidimo na Sliki 35, so po 24h vse snovi v bučkah reagirale. Zanimiv je bil pojav 
oborine pri 5A, 6A in 6B. Snovi v bučkah 7A in 7B pa so postale tudi bolj viskozne.  
 
Kalijev permanganat KMnO4 je oksidant, in sicer lahko njegova redukcija poteka na tri 
različne načine: 
1. V kislem se reducira do Mn
2+
 ionov in se razbarva.  
2. V nevtralnem nastane MnO2, ki je rjava oborina.  
3. V bazičnem nastanejo MnO4
2-
 ioni in zeleno obarvanje.  
Pri naših reakcijah opazimo, da je povsod nastala rjava oborina, kar dokazuje nastanek 
MnO2. Takoj ko smo dodali raztopino kisline, smo zasledili močno obarvanje snovi v 6A 
bučki, prav tako pri 5A, v bučki 5B pa je do blagega obarvanja prišlo šele po 1h.   
Najhitreje je torej zreagirala zmes v bučki 6A, ki je vsebovala 250 mg cikloheksanola, 500 
mg kalijevega permanganata in H2SO4, kar je logično, saj gre za sterično neoviran 
sekundarni alkohol. Pri reakciji je nastalo več različnih produktov, kar smo dokazali po 
izolaciji z ekstrakcijo.  
 
Slika 34: Videz vseh snovi v bučkah, 1h po dodatku raztopine. Slika 35: Videz vseh snovi v bučkah, 24h po dodatku raztopine. 
DIPLOMSKA NALOGA  Sara Jakaj 
38 
 
5.6 Rezultati vonjalne analize 
 
Z vonjalno analizo smo vrednotili vonj obeh EO, ki smo ju uporabljali kot vzorca med 
celotnim eksperimentalnim delom, »umetno sintetiziranega EO«, ter referenčne spojine 
terpinen-4-ola. Zlasti nas je zanimalo, ali ima izdelana zmes podoben vonj kot naravno EO.  
Vonjalne analize se je udeležilo 20 oseb na Fakulteti za farmacijo, in sicer 45 % moških in 
55 % žensk. Povprečna starost anketirancev je bila 26 let.  
 
 
 
 
 
 
Dokazali smo, da so bili vonji preiskovancem načeloma všeč, saj je bilo 77 % vseh 
odgovorov označenih kot P (prijeten vonj). Po podatkih naše opisne statistike se je 
pokazalo, da so bili vzorec 1, ki ustreza EO Bosisto's avstralskega izvora, vzorec 2, ki 
predstavlja sintetizirano EO, in vzorec 5, ki predstavlja referenčno spojino terpinen-4-ol, v 
65 % primerov označeni kot prijetni. Rezultat dokazuje, da terpinen-4-ol, ki je 
najpogostejša sestavina, določa značilni vonj EO čajne mirte. Vzorec 4, ki predstavlja 
kontrolo etanol, je kot prijeten vonj označilo 55 % testirancev, zadnje mesto po prijetnosti 
vonja je s 50 % doseglo EO Aliacura nemškega proizvajalca. Zanimivo je, da je več 
anketirancev označilo vonj etanola za prijetnejšega kot EO čajne mirte nemškega 
proizvajalca. Ugotovili smo, da smo se odločili za primerne sestavine pri izdelavi zmesi, ki 
bi bila po vonju podobna TTO, saj vidimo, da anketiranci niso razlikovali med umetnim 
EO in naravnim.   
 
 
Slika 36: Testiranci med vonjalno analizo. 
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Tabela VII: Rezultati prijetnosti vonjav, vonjalne analize 
 
 
 
 
 
Anketiranci so poleg prijetnosti vonjav, ocenjevali tudi jakost vonja, po lestvici:   
1. brez vonja,  
2. šibek vonj 
3. srednje močan vonj in 
4. zelo močan vonj. 
V Tabeli VIII so prikazani rezultati ocen jakosti vonjav. Vidimo, da so anketiranci kot 
vzorec z najbolj intenzivnim vonjem označili vzorec 1, kar je bilo pričakovano, saj gre za 
EO avstralskega izvora, ki ima največ sestavin in ustreza vsem predpisom. Dosegel je 
povprečno oceno 2,89. Po jakosti vonja mu s povprečjem 2,79 tesno sledi vzorec 2, ki je 
naše umetno sintetizirano EO, kar pomeni, da smo se približali originalu tako po prijetnosti 
vonja kot tudi po jakosti. EO nemškega izvora je s povprečno oceno 2,68 doseglo tretje 
mesto po intenziteti vonja in referenčna spojina terpinen-4-ol s povprečjem jakosti vonja 
2,11 zadnje mesto.  
Tabela VIII: Rezultati ocene jakosti vonjav vonjalne analize. 
 
 
 
 
 
 
Vonjalni listič 
prepojen z 
vzorcem 
% vseh P 
odgovorov glede 
na vzorec 
Standardni odklon 
(glede na P) 
Vzorec 1 65 0,48 
Vzorec 2 65 0,48 
Vzorec 3 55 0,50 
Vzorec 4 50 0,50 
Vzorec 5 65 0,48 
Vonjalni listič 
prepojen z 
vzorcem 
Aritmetična 
sredina jakosti 
vonja, glede na 
vzorec 
Standardni odklon 
(glede na jakost 
vonja) 
Vzorec 1 2,90 0,54 
Vzorec 2 2,80 0,87 
Vzorec 3 1,70 0,78 
Vzorec 4 2,70 0,71 
Vzorec 5 2,10 0,70 
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Testiranci so v anketi tudi dopisali asociacije na vonjave vzorcev. Nekaj največkrat 
zapisanih:  
- Vzorec 1 (TTO avstralskega izvora): janež, toluen, detergent, čajevec, evkaliptus, 
zelišča, materina dušica, timijan, pomaranča, cvetlični vonj.  
Ugotovili smo, da testiranci dobro poznajo vonj čajne mirte, saj se je ta odgovor največkrat 
ponovil (25 %), načeloma je šlo za prijetne dišeče asociacije.  
- Vzorec 2 (umetno sintetizirano EO): čajevec, janež, toluen, detergent, evkaliptus, 
dišeče blazinice, zelišča, citrusi, timijan, nafta. 
Asociacije so bile zelo podobne tistim pri vzorcu 1, kar pomeni, da ima umetno 
sintetizirano EO zelo podoben vonj kot naravno EO čajne mirte.  
- Vzorec 3 (etanol): aceton, etanol, toluen, nič, brez vonja, vodka, nafta, micelarna 
voda.  
Pri vzorcu 3 so anketiranci v veliki večini dopisali, da gre za etanol oz. kakšno drugo 
topilo, pa ga vseeno označili s P, kar pomeni, da rezultati v Tabeli VII niso presenetljivi, 
saj ni šlo za prenasičenost prostora z vonjavami in posledično neverodostojnih rezultatov, 
ampak očitno anketirancem vonj etanola ustreza.  
- Vzorec 4 (TTO nemškega izvora): razredčen čajevec, pomaranča, cvetlice, vijolice, 
čajevec, zelišča, citrusi.  
- Vzorec 5 (terpinen-4-ol): citrusi, limona, nič, pridih čajevca, medicinski, nafta, 
aceton.  
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6. SKLEP 
 
V okviru diplomske naloge smo s pomočjo TLC kromatografije ugotavljali razliko med 
EO avstralskega proizvajalca z EO nemškega proizvajalca. S kolonsko kromatografijo smo 
izolirali posamezne frakcije in njihove sestavine z GC-MS tudi identificirali. Ugotovili 
smo, da eterično olje nemškega proizvajalca vsebuje manj sestavin, kar se je prikazalo tudi 
na kromatogramu, zato sklepamo, da je dobljeno z drugačnim postopkom. Obe EO 
vsebujeta vse pomembne monoterpene v primerljivi koncentraciji in ustrezata predpisom 
Evropske farmakopeje. Z NMR smo ugotovili, da smo uporabljali dokaj nečisto referenčno 
spojino terpinen-4-ol, drugi dve, 1,8-cineol in α-terpineol, sta imela visoko stopnjo čistosti.  
Iz identificiranih sestavin smo izdelali zmes, ki je po vonju zelo podobna EO čajne mirte, 
zato smo jo v okviru diplomske naloge imenovali kot »umetno EO čajne mirte«. Z 
vonjalno analizo smo dokazali, da je njegov vonj v primerjavi z originaloma skoraj 
neločljiv, prav tako pa so se vonjave v 77 % primerih izkazale kot prijetne.  
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7.1 Viri slik 
 
1. Dostopano, 5.5.2019  
https://www.google.com/search?q=Melaleuca+alternifolia&client=opera&hs=J3y&
source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwimu-
Cgt4TiAhWDtIsKHUOzAv4Q_AUIDigB&biw=1366&bih=658#imgrc=Lesq4HR
pGh1ofM: 
 
2. Dostopano, 5.9.2019  
https://www.google.com/search?q=GCMS-
QP2010+Ultra&client=opera&hs=dhj&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahU
KEwjT5d6xg4XiAhUBl4sKHUzoAEsQ_AUIDigB&biw=1366&bih=658#imgrc=5
NaYBGtgj4uZOM: 
 
Vse druge slike so last diplomanta.  
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Priloga 1: Vprašalnik za vonjalno analizo   
 
 
Fakulteta za farmacijo 
Katedra za farmacevtsko kemijo 
Aškerčeva cesta 7 
1000 Ljubljana 
 
VPRAŠALNIK OB VKLJUČITVI V RAZISKAVO – VONJALNA ANALIZA  
 
1. Starost: 
 
 
2. Spol:  MOŠKI  ŽENSKI 
 
Svojo oceno prijetnosti vonja podajte z oznako P (PRIJETEN) oziroma N (NEPRIJETEN).  
 Za vsak posamezen vzorec ocenite jakost vonja:    
1. Brez vonja,  
2. Šibek vonj 
3. Srednje močan vonj 
4. Zelo močan vonj 
 
Št. vzorca 
Prijetnost 
vonja 
Jakost vonja 
Na kaj vas 
vonj 
spominja? 
1    
2    
3    
4    
5    
 
 
